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(57) Abstract 

The iDveDtioa relates to recombinant 
retroviral vectors, derived from Moloney 
MuLV, carrying a suicide gene susceptible 
of traDsfotming an inactive substance into 
a toxic substance for cells going through a 
division process, said vectors being char- 
acterized by the presence in their structure 
of LTR sequences from variants of MuLV, 
and having the properties: (a) of not be- 
ing inactivated during passage through the 
cardno-embryooic or line germinal cells of 
mice; (b) the expression of the suicide gene 
kills only the cells in the course of division. 
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(57) Abrege 

L'invention conceme des vecteurs 
r£troviraux recombinants, d6riv£s des 
Moloney MuLV. pcfftcurs d'un g£ne 
suicide susceptible de transformer 
uoe substance inactive en substance 
toxique pour des cellules en division, 
et caract^s6s par la presence dans leur 
stiucmre de sequences LTR issues de 
variants du MuLV, ayant les propri£t6s: 
de ne pas 6tre inactiv^ lors d*un passage 
dans des cellules carcino-embryonnaires 

ou lignics gcrminales de souris; doni Texpression du gfene suicide ne die que les cellu^s en division. 
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VECTEURS RETROVIRAUX POUR LE TRAITEMENT DES TUMEURS , ET LIGNEES 

CELLULAIRES LES CONTENANT 
************************** 

La therapie genique off re de nouvelles 
possibilites pour le traitement des txmeurs. 

Parmi les differentes options, le transfert de 
gene peut avoir pour but de tuer les cellules tumorales 
soit indirectement par 1' induction ou le renforcement 
d'une reponse immunitaire de l^hote (S.A. Rosenberg, 
cancer Res. 51:5074 (1991)) ou directement par 
1' insertion d'un "gene suicide" (F.L. Moolten, Cancer 
Res. 46:52-76 (1986)). Le gene suicide le plus etudie 
est celui codant pour la thymidine kinase du virus 
Herpes Simplex de type 1 (TK-HSVl) (G.B. Elion et al., 
J. Antimicrob. Chemother. 12:9-17 (1983)). Cette enzyme 
permet la phosphorylation d» analogues nucleosidiques 
tels que le ganciclovir (GCV) . Ces molecules 
monophosphates sont ensuite transformees en formes 
triphosphatees par les enzymes cellulaires. Le GCV 
triphopshate (GCV-TP) peut alors etre incorpore dans 
I'ADN durant la division cellulaire, bloquant la 
1' elongation et entrainant ainsi la mort de la cellule. 
Le CGV-TP n'est done toxique que pour les cellules en 
division. 

Cette approche est particulierement interessante 
pour le traitement des tximeurs qui sont constituees de 
cellules en division rapide dans un tissu constitue de 
cellules non proliferatives, et 1» expression de TK- 
HSVl par les cellules d'une tumeur situee au sein d'un 
organe dont les cellules ne se divisent pas devrait 
permettre la destruction specif ique de ces cellules. De 
plus, il est possible de cibler le transfert de gene 
sur ces cellules tumorales en utilisant pour la 
transduction de TK-HSVl des retrovirus recombinant dont 
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le genome ne peut s'integrer et s'exprim r que dans des 
cellules en division. 

Le premier modele experimental d' ablation par le GCV de 
cellules tumorales exprimant TK-HSVl a ete realise par 
Moolten (F. L. MOOLTEN, Cancer Res, 46, 1986, p- 
5276-5281) '; (F. L. MOOLTEN et J- M. WELLS, J. Natl. 
Cancer Inst., 82, 1990, p. 297-300). II a montr6 un 
cffet antitumoral du GCV sur la croissance de cellules 
tumorales de souris, apres transfection du gene TK-HSVl 
in vitro, et reimplantation chez 1' animal. Recemment, 
1 'elimination de tumeurs cerebrales experimentales 
microscopiques par injection ster6otaxique de cellules 
produisant des retrovirus TK-HSVl et traitement par le 
GCV a ete rapportee par Culver (K.W. Culver et coll.. 
Science 256; 1550-1552 (1992)). 

Cependant, dans ce modele les auteurs ne peuvent 
pas analyser I'effet d'un tel traitement sur des 
tumeurs etsiblies macroscopiques qui sent rapidement 
letales. Or, chez les patients les tumeurs solides sont 
la cible principale de ce type de traitement et le 
probleme de la transduction des genes suicides dans le 
contexte d'une masse tumorale est beaucoup plus 
problematique • 

Chez I'homme, les metastases hepatiques sont une 
complication frequente des cancers digestifs. 
L'hepatectomie partielle n'est possible que dans 
environ 15% des cas, et les autres traitements comme la 
chimiotherapie loco-regionale ou 1 ' ixamunotherapie n'ont 
donne jusqu'a present que des resultats modestes, voire 
decevants. Par le present travail, il est montre 
I'efficacite du traitement de metastases hepatiques 
experimentales chez le rat apres transfert in vivo du 
gene TK-HSVl par injection directe de fibroblastes 
murins produisant des particules retrovirales 
recombinantes . 
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Dans ce cadre, un des buts de la presents 
invention est la mise au point d'un systeme cellules de 
. packaging-vecteur retroviral recombinant utilisable en 
therapeutique pour soigner les tumeurs etablies, 
notaininent les tumeurs hepatiques, et dans lequel le 
produit d' expression du gene recombine est capable de 
transformer une prodrogue non toxique en drogue toxique 
pour les cellules exprimant ledit gene recombinant • 

Plus pr^cisemment la presente invention a pour but 
de construire un vecteur retroviral recombinant 
susceptible, apres transformation d'une lignee 
f ibroblastique de packaging, de produire des pseudo- 
particules retrovirales qui, apres infection de 
cellules en division, aboutit a une expression du gene 
transduit, sans pour autant conduire a une inactivation 
desdits vecteurs comme cela se produit et a 6te decrit 
notamment avec le MuLV-moloney . 

Les lignees transgenicjues murines de la serine Mov 
ont ete etablies par Jaenisch et coll. par infection 
d'embryons de souris par le vimis de Moloney-MuLV avant 
implantation (Jaenisch et al., Cell 24:519-529 (1981)). 

A ce stade de developpement , les animaux sont 
normalement resistants a 1' infection par le MuLV, 
I'hypothese etant que I'ADN proviral subirait un 
processus de m6thylation acquis au cours des divisions 
cellulaires successives et cette methylation 
emp^cherait la transcription de I'ADN. 

Cependant, avec certaines lignees Mov, le genome 
MuLV peut etre reactive a un stade particulier du 
developpement et les rongeurs developpent des leucemies 
induites par ce virus oncogene. Ceci est le cas pour 
les trois lignees suivantes : Mov3, Mov9 et Mov 13. 

Ce phenotype serait du a des mutations dans le 

LTR. 

La presente inv ntion a done pour but la 
construction d'un vecteur retroviral recombinant derive 
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du MuLV-moloney porteur d'un gene suicide susceptible 
de transformer une substance inactive en substance 
toxigue pour des cellules en division, et caracterise 
dans sa structure par la presence de sequences LTR 
issues de tels variants du MuLV ayant la propriete de 
ne pas etre inactives lors d'un passage dans des 
cellules carcinoembryonnaires ou lignees genninales de 
souris et d'etre capables de transfecter des cellules 
qui se divisent et notamment des cellules tumorales. 

Le gene suicide utilise est celui de la thymidine 
kinase du virus Herpes Simplex. 

L' invention concerne egalement des lignees de 
packaging transfectees par ce vecteur recombinant 
derive du retrovirus de Moloney et comprenant le gene 
TK-HSVl . 

L' invention concerne plus particulierement la 
lignee Mil deposee a la C.N. CM. le 15 decembre 1992 
sous le n** 1-1278. 

L' administration in situ dans une tmneur hepatique 
de ces lignees transfectees, porteuses de gene TK-HSVl 
suivi par un traitement par un analogue de nucleotides 
tel le ganciclovir conduit a une reduction de la masse 
tumorale superieure a 90% dans les conditions 
experimentales decrites ci-dessous (cf . figure 2) . 

L' invention concerne enfin des compositions 
therapeutiques contenant les lignees cellulaires 
transfectees par des retrovirus recombinants, 
utilisable en association avec une prodrogue pour 
conduire a une destruction selective des cellules 
tumorales. 

L' invention met a profit trois phenomenes 
distincts : 

1) 1' injection de la composition dans des cellules 
en divisions, elle-meme environnees de cellules 
quiescentes ; 
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2) la presence dans cette composition de vecteurs 
retroviraux recoinbinants qui n*infectent que les 
cellules en division, et par voie de consequence, le 
gene ne s'exprime que dans ces cellules ; 

3) 1' expression du gene suicide ne tue que les 
cellules en division. 

Autrement dit, toutes les cellules en division 
infectees par les retrovirus recoinbinants, et exprimant 
le gene TK-HSVl sont susceptibles d'etre tuees apres 
traitement par 1' analogue nucleosidique, qui peut etre 
ainsi transfonne en nucleotide triphosphate et stopper 
1' elongation de I'ADN apres son integration dans la 
chaine d'ADN en croissance. 

Les cellules susceptibles dans ce phenomene sont 

done 

- les cellules tumorales cibles 

- les fibroblastes transfectes, de la composition 
de 1» invention. 

Les conditions experimentales ci-apres ont pour 
but d'illustrer la construction du vecteur retroviral 
permettant la selectivite de I'effet "tueur" decrit 
ci-dessus, la preparation des lignees transfectees par 
un tel vecteur, et l"efficacite therapeutique de la 
composition contenant ces lignees, lorsque le 
traitement est associe a 1 • administration d'une 
prodrogue tel que le Ganciclovir. 

1) Construction du vecteur retroviral pMTK 

On decrit la construction d'un vecteur dans lequel 

le gene HSVl-TK a ete place sous le controle d'un 5'LTR 

des souches MuLV mutantes Mov3, MovlS et Mov9- 

L' utilisation de ce plasmide pour la transfection 

des cellules f ibroblastiques CRIP est decrite ensuite. 
Les ligatures des differents fragments de 

restriction des souches Mov3, Movl3 et Mov9 sont 

realisees de la fapon suivante : 
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- Mov3 jusgu'au site BamHI (-350 du depart de 
transcription) • 

- Movl3 du site BamHI (-350) jusqu'au site 
Kpnl (+30). 

- Mov9 du site Kpnl (+30) jusgu'au site PstI 
(+560) (contient la sequence de packaging *) , 

- La sequence non codante en 3 * du site Clal 
(+7674) jusqu'a U3 (+7817) provient de Mov3 . 

- Mov3 jusqu'au site BamHI positionne en 7910 
(ou -350) . 

- Movl3 jusqu'a la fin de U5. 

Le fragment contenant le gene HSVl-TK, de 1100 
paires de bases, et delimite par les extremites Sail et 
Not I a ete insere dans le polyl inker aux sites indigues 
dans la figure 1. 

Toutes ces operations de clonage ont ete 
effectuees en utilisant des techniques classiques 
(Maniatis et al. (1982), Molecular Cloning, a 
laboratory manual) . 

La figure 1 represente le vecteur retroviral 
recombinant. 

2) Cultures cellulaires et transfection, etablissement 
de la liqnee packaging Mil : 

Les cellules f ibroblastiques * CRIP (0*. DANOS, et 
al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1988), 85 : 6460-64) 
ont ete cotransfectees avec le vecteur retroviral pMTK 
(20 fxg) et exprimant TK-HSVl sous le controle du LTR et 
un plasmide de selection (1 /xg) (pWLNeo, Stratagene) . 
Plusieurs clones ont ete isoles en selection G418. La 
production de particules virales de ces clones a 
ensuite ete testee par infection de cellules L TK- et 
selection de cellules en HAT. L' infection se realise 
avec des dilutions successives du surnageant contenant 
les particules virales, et le comptage du nombre de 
colonies obtenues dans ces conditions permet de 
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determiner un titre infectieux. Le clone Mil 
selectionne possede un titre de 5.10^ particules 
virales/ml* La lignee NB16 (N. FERRY et al Proc. Natl. 
Acad. Sci. (1991) 88 : 8377-81), egalement derivee de 
cellules Y CRIP, a ete utilisee pour evaluer 
1* infection des cellules tumorales. Elle produit des 
particules virales exprimant le gene nls-LacZ avec un 
titre infectieux de 104 particules virales/ml. 

La lignee DHDK12 est une lignee cellulaire etablie 
de cancer colique chimio-induit chez le rat BDIX, 
decrite dans Martin et al., Virchows Archiv* A Pathol. 
Anat. (1991) 418:193. 

L' invention concerne egalement les populations de 
cellules fibroblast iques trans formees par un vecteur 
retroviral recombinant porteur du gene suicide. 

3) Protocole therapeutique 

Des rats BDIX males syngeniques ont ete utilises. 
Une tumeur de foie isolee a ete induite par une 
injection directe des cellules DHDK12 sous la capsule 
du foie. Au jour 5 les tumeurs du foie ont un diametre 
compris entre 2 et 3 mm et contiennent 
approximativement 150 millions de cellules. 

A ce moment, les rats resolvent une injection 
intra-tumorales des fibroblastes producteurs des 
retrovirus recombinants (20.10* cellules). 

Les animaux du groupe control e ont regn des 
cellules NB16 des fibroblastes qui produisent un 
retrovirus recombinant exprimant le nls-lacZ gene. Ce 
gene code pour une ^-galactosidase avec un signal de 
localisation dans le noyau et peut ainsi servir comme 
un gene indicateur de suivi de 1 ' infection des cellules 
tumorales in vivo . Le clone NB16 produit le virus avec 
un titre de 10* unites formant plaques par millilitre. 
Le groupe d* animaux traites ont ete infectes par la 
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lign'e Mil qui produit 5-10^ particules infect ieuses 
par miililitre, 

Apres 1' injection intra-tumorale des cellules 
packaging, une periode de 5 jours est laiss6e pour que 
1' infection des cellules tumorales par le retrovirus 
recombinant puisse se produire. 

Cinq jours plus tard; soit le dizieme jour, tous 
les rats re?oivent du Ganciclovir (GCV) (Syntex) , 
pendant cinq jours a la dose de 150 mg/kg deux fois par 
jour par voie intraperitoneale et ce pendant 5 jours. 
Les rats etaient ensuite sacrifies a la fin du 
traitement au Ganciclovir, soit 15 jours apres la 
premiere injection et une autopsie a ete realisee 
comprenant une mesure de la taille des tumeurs et une 
etiide anatomopathologique. 

La figure 2 resume le protocole experimental 
decrit ci-dessus et les resultats obtenus sur la 
reduction des tumeurs, decrits ci-dessous. 

RESULTATS 

- Groupe controle (nombre de rats : 12) : 

Lors de 1 'autopsie, tous les lobes injectes 
presentaient des tumeurs macroscopiques, dont le 
diametre moyen le plus large etait de 6.5 ± 2,1 mm 
(extremes: 3 et 10 mm). Leur volume est calcule d' apres 
la formule V = A x bV2, dans laquelle A est le 
diametre le plus large, et B le diametre le plus petit 
mesure au niveau de la section la plus large de la 
tumeur (G. Carlsson et al., 1983, J. Cancer Res. Clin. 
Oncol. 105:20). Le volume calcule dans ces conditions 
etait de 86.3 ± 65.1 mm^ (moyenne ± D.S.). 

L'examen pathologique des tximeurs revelait un 
aspect typique d ' ad6nocarcinome faiblement differencie, 
consistant essentiellement en des cellules tumorales 
organisees en lobules d'epaisseurs variables. Le stroma 
apparait fibrotique et entoure d cellules 
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inf lammatoires mononucleaires . Le pourcentage de 
cellules tumorales dans la tumeur peut etre estime a 
60%- 

L'activite /9-galactosidase nucleaire est detectee 
dans des coupes cryostatiques colorees Xdale chez les 6 
foies tSmoins analyses. La fraction des cellules 
tumorales infectees etait inferieure a 1%. 

~ Groupe traite (nombre de rats : 13) : 

Le diametre moyen des tvuneurs 6tait de 3 plus ou 
moins 1.1 millim&tre (extremes : 0*5 et 4 mm) et le 
voliime etait de 8.1 plus ou moins 6.7 mm^ (P < 0.0001, 
Mann and Withney Test) (Fig. 2). L'examen pathologique 
des txmeurs r6vele I'efficacite de ce traitement par 
une diminution tres importante de la taille des 
tumeurs. Sur les 11 foies analysees (2 etaient 
utilisees pour le controle analytique lacZ) , deux 
avaient des tumeurs montrant une reduction de 60 a 20% 
des cellules tumorales. Ces cellules etaient faiblement 
organis6es et necrotiques. Elles etaient regroupees 
dans une reaction fibrotique entourant des cellules 
mononucleaires inf lammatoires et une hyperplasie 
cancereuse. Dans 5 autres foies, moins de 10% de 
cellules cancereuses ont pu etre detectees, avec une 
reaction fibrotique massive. Dans les quatre derniers 
foies, quelques rares cellules cancereuses ont 6te vus 
et une necrose massive de la tumeur entouree par une 
reaction fibrotique a ete observee. 

Chez tous ces rats, il y avait des signes d»une 
regeneration parenchymateuse . 

Ces etudes montrent une regression de tumeurs 
etablies apres transfert in vivo d'un gene suicide. 

Chez des patients un ciblage precis de 1* injection 
des fibroblastes packaging transformes dans la masse 
tumorale peut etre facilitee par un assistance ultra 
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sonographique ou par l»aide de toute microsonde dont la 
fonction est la localisation desdites masses 
tumorales . 

Sachant que le taux de cellules infectees 
exprimant le gene TK-HSVl etait inferieur a 10% et que 
la tumeur est reduite de plus de 90% apres addition de 
Ganciclovir, on peut supposer que le phenomene de 
"cooperation metabolique", deja decrit par Moolten 
(Moolten, 1986) ou "effet de proximite" (Culver, 1992) 
est egalement effectif dans le cas d'une masse 
tumorale importante. Ce ph^nomfene pourrait s'expliquer 
par le transfert du ganciclovir phosphoryle des 
cellules exprimant le gene TK-HSVl aux cellules ne 
1' exprimant pas. 

L' utilisation des cellules f ibroblastiques 
packaging, transformees par un vecteur retroviral 
recombinant portant un gene suicide comme medicament 
associe a un traitement par le ganciclovir, parait etre 
efficace pour la reduction de masse tumorales et le 
traitement des cancers etablis. 

L» invention ne saurait etre limitee au mode de 
realisation qui a 6t6 illustre ci-dessus, en 
particulier la mise en oeuvre le couple TK-HSV et le 
Ganciclovir, L'homme du metier est a meme d'imaginer 
d'autres couples actifs qui peuvent etre mis en oeuvre 
a ces memes fins. On pourra citer par exemple comme 
gene tueur le gene de la thymidine kinase du 
cytomegalovirus couple au Ganciclovir. La sequence 
genetique et la structure de la proteine de cette 
thymidine kinase montrent que celle-ci est relativement 
differente des kinases cellulaires ou de la kinase du 
virus Herpes Simplex 1. On peut citer egalement une 
enzyme bact^rienne, la cytosine desaminase qui est 
capable de convertir la 5 f luorocytidine en un analogue 
de nucleotide toxique : le 5 f luoro-Uracyl . On peut 
enfin imaginer tout autre systeme de toxicite 
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conditionnelle fondee sur un couple enzym -medicament 
et qui * permette par le systeme decrit ci-dessus de tuer 
specif iquement les cellules en division. 
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REVENDICATIONS 

1. Vecteurs retroviraux recombinants, derives des 
Moloney MuLV, porteurs d*un gene suicide susceptible de 
trc^nsfonner une substance inactive en sxibstance toxique 
pour des cellules en division, et caracterises par la 
presence dans leur structure de sequences LTR issues de 
variants du MuLV, ayant les proprietes : 

- de ne pas etre inactives lors d'un passage dans 
des cellules carcino-embryonnaires ou lignees 
germinales de souris, 

- dont 1 ' expression du gene suicide ne tue que les 
cellules en division. 

2. Vecteurs retroviraux recombinants selon la 
i-evendication 1, caracterises en ce que les sequences 
LTR sont issues des variants Mov3, et/ou Mov9 et/ou 
Movl3 . 

3. Vecteurs retroviraux recombinants selon les 
revendications 1 et 2, presentant la structure de la 
figure 1 et dans lesquels le gene suicide est celui de 
la thymidine kinase du virus herpes simplex. 

4- Lignees cellulaires fibroblast iques de 
packaging caracterisees en ce qu'elles sont 
transformees par un vecteur retroviral recombinant 
selon I'une des revendications 1 a 3 et productrices 
desdits virus recombinants. 

5. Lignee cellulaire f ibroblastique selon la 
revendication 4, caracterisee en ce qu'elle est 
transformee en un vecteur recombinant selon la 
revendication 3, et deposee a la C.N. CM* le 15 
decembre 1992 sous le n' 1-1278. 

6. Composition therapeutique caracterisee en ce 
qu'elle contient une lignee cellulaire selon les 
revendications 4 ou 5, ou un vecteur retroviral 
rec mbinant selon I'une des revendications 1 a 3, 
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active en association avec une prodrogue, pour le 
traiteihent de tumeurs solides. 

7. Composition therapeutique selon la 
revendication 7, caracterisee en ce que le gene suicide 

integre dans le vecteur recombinant est celui de la 

thymidine kinase du virus herpes simplex , et la 

prodrogue est un analogue de nucleotide tel le 
ganciclovir ou I'aciclovir. 
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IL 


62316 


Woody 


Cheesman 11-25-97 


Pfister Hyb 1 87 N . Fayette El Paso 


IL 


61738 


Jim 


Crowley 


11-05-97 


Pickering 3542 US 4 Box 126 Lewisville 


IN 


47352 


Mark 


Pickering 


11-25-97 


Pierson Se 1816 Highway 163 Oskaloosa lA 


52577 


Scott 


Pierson 


12-01-97 


Porter Hyb 1683 S. R. 134 North Wilmington OH 


45177 


James 


Porter 


11-26-97 


Powell Se 6349 St Rt 701 Ada 


OH 


45810 


Donald 


Powell 


11-25-97 


Prairie See 208 S. Ra Box 395 Woicott 


IN 


47995 


Robert 


Cline 


11-24-97 


Precision 91 1 Barcia PO Box 44 Galloway 


OH 


43119 


Todd 


Buel 


01-29-'98" 


Premium S 1 028 1 30th Street Berwick 


il" 


"61417 " 


Dennis 


Ruff ' 


'12-01-97 


Prime Far 224 N. Ma PO Box 54 Dana 


IN 


47847 


James 


Parks 


6-30-98 


Pro-Seed 1 236 Sugar PO 55 Blissfield 


Ml" 


49228 


Ronald 


Jacob 


11-6-97 


Producers 3/4 Mile W PO Box C Battle Ore 


"me" 


68715 


Bob 


Kleinschmi 11-19-97 


Proseed, 1 705 East Brewster Harvey 


ND 


58341 


Keith 


Peltier 


01-04-99 


PSA Gene 661-510th Street Alta 


lA ' 


51002 


Mitch 


Quirin 


11-28-97 


Quality Plu 711 North 1 Monmouth IL 


61462 


Dave 


Linden 


11-20-97 


Ramy Inter 1329 N. Riverfront Dri Mankato 


MN 


56001 


Michael 


Ramy 


11-28-97 


REA Hybri 13312 392 Box 908 Aberdeen 


sd' 


57402 


Wendell 


Rea 


11-28-97 


Renze Hyb 27410 Kitty hawk Aven Carroll 


lA 


51401 


Tim 


Renze 


11-24-97 


Roeschlev 8222 E 1500 North RoGraymont 


IL 


61743 


Mark 


Roeschley 11-24-97 


Roth Seed 354 State Street Phillipsbur KS 


"67661 


Neal 


Roth 


10-01-98 


RufTs See 3870 Ruff Road S.W. Amanda 


OH 


43102 


Allan 


Reid 


11-27-97 


RuppSee 17919 Co RdB Wauseon 


OH 


43567 


John 


King 




S.B.D. Inc. 1701 North Broadway Mt. Pleasa lA 


52641 


Scott 


McAllister 


11-23-97 


Sand Seed 4765 High PO Box 64 Marcus 


lA 


51035 


Charles 


Sand 


11-29-97 


Schlessma 1 1 51 3 US Rt 250 N Milan 


OH 


44846-975 Daryl 


Deering 


11-21-97 


Seed Cons 9768 Mille PO Box 96 Jeffersonvi OH 


43128 


Chris 


Jeffries 


10-29-97 
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Seeds 200 1 1 5 North 3rd Street = Breckenrid; MN 


56520 


Steve - 


Kent 


09-21-98 


Select See 277 West Box 54 Camden IN 


46917 


Arthur 


Eggerling 


11-18-97 


Settlemyre'10288 Wil PO Box 15 Clarksville OH 


45113 


William 


Settlemyrel 1-24-97 


Shepherd Rt 1 535 Middle Road So Beloit IL 


61080 


Gene 


Shepherd 


not dated 


Sieben Hy 633 North College Av Geneseo IL 


61254 


Phil 


Jordan 


; 11-24-97 


Silver Lan 417 W. Division Street Remington IN 


47977 


Steve 


Kinsell 


11-26-97 


Southern 6606 West PO Box 26 Richmond VA 


23230 


Danny 


.Dillon 


not signed 


Spangler S803 W. Racine Street Jefferson Wl 


53549 


John 


Spangler 


11-24-97 


Specialty 121 1 Cum PO Box 27 West Lafa IN 


47906 


William 


Funk 


11-14-97 


StaufferS 101 Grant PO Box 68 Aurora NE 


68818 


Anthony G Laos 


11-18-97 


Steyer Far 6154 N CR 33 Tiffin OH 


44883 


Bernard 


Steyer 


11-29-97 


Stine Seed 2225 Laredo Trail Adel lA 


50002-824 Harry 


Stine 


5/12/99rrs, 


Stone See 5965 State Road 97 Pleasant P IL 


62677 


A.R. 


Stone 


11-26-97 


Stoner Se 14020 298 Avenue South Engl lA 


52335-854 Myron 


Stoner 


11-26-97 


Super Cro 353 Main Box 309 Manilla lA 


51454 


Nyle 


-Gruhn 


11-26-97 


Taylor See RR 2, Box 2467 High White Clou KS 


66094 


Brad 


Taylor 




Tennessee200 Waldron Road LaVergne TN 


37086 


Bill 


Draper 


12-1-97 


Terning Se 1 5365 60th St. SW Cokato MN 


55321 


Dennis 


Ternina 


11-28-97 


Terra Inter 600 Fourth PO Box 60 Sioux City lA 


51102-600 Brent 


Low 


12-05-97 


Terra! See 604 Blount PO Box 82 Lake Provi LA 


71254-082 Thomas 


Terral 


11-17-97 


Texas Triu Highway 6 PO Box 10 Ralls TX 


79357 


Noble 


Koepp 


11-28-97 


The Ander 480 W. Dussel Drive Maumee OH 


43537 


Charlie 


Carr 




Top Farm Box 850 17177 60t Cokato MN 


55321 


James 


Haapala 


11-25-97 


TrelayFar 11623Hwy80N Livingston Wl 


53554 


Brad 


Biddick 


11-24-97 


Tri-State C 441 5 66th St., Ste 1 1 1 Lubbock TX 


79414 


Jim 


Becton 




Trisler See 3274 E 800 N Road Fairmount IL 


61841 


T.J. 


Hale 


11-26-97 


United See 291 52 Hagy Road Defiance OH 


43512 


Robert 


Zachrich 


12-15-97 


United Sup 30473 260 PO Box 53 Eldora lA 


50627-053 Harold 


Davis 


3-12-99 


Uthoff Hyb 3808 Hoosier Creek R Cedar Rap lA 


52404 


Vince 


Uthoff 


11-26-97 


Wabash V 8006 W 200 S West Point IN 


47992 


David 


Maitlen 


12-15-97 


Warner Se 1 1350 Panther Creek Bradford OH 


45308 


David 


Warner 


11-14-97 


Wellman S 23778 Delphos Jennin Delphos OH 


458'33~ 


Jim 


Wellman 


11-26-97 


Wensink F 4704 Wood Road Monroevill OH 


44847 


Robert 


Wensink 


11-11-97" 


Whisnand 1220 E St Rt 133 Areola IL 


61910 


Myron 


Slionkwiierl 1-28-97 


Wilson Se 1408 High P.O. Box 3 Harlan lA 


51537 


John 


Crabtree 


08-18-98 


Wm. F. Re R-2 6800 Wilburn Roa Sun Prairie Wl 


53590 


Jeffrey 


Renk 


12-04-97 


Wyckoff H 594 E 400 N y^^P^ia'SO 'N 


46383 


John 


Wyckoff 


11-28-97 


Wyffels Hy 13344 U.S. Highway 6 Geneseo IL 


61254 


Glenn 


Skinner 


11-11-97 
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